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る o N- アセチルグルコサミン転移酵素皿 (GnT-皿)は糖タンパク質アスパラギン (N) 結合型糖鎖の分枝構造決
定に関与する糖転移酵素の一つであり 最近当教室でラット腎より初めて精製され cDNA もまたクローニングされ




1.ヒト GnT-ill cDNA のクローニング:ラット GnT-ill cDNA Hindill 断片をプローブとして ヒ卜胎児肝細胞 cD
NA ライブラリーをプラークハイプリダイゼーション法にてスクリーニングした。 6 クローンが得られ，制限酵素地
図の作成後，一部オーバーラップする独立した 3 クローンについてそれぞれの制限酵素断片または deletion mutant 
を作成した。上記のようにして作った cDNA 断片を各々サプクローニングし， Sanger 法にてセンス，アンチセンス
両鎖について核酸配列の決定を行った。その結果，ヒト GnT-ill のタンパク質コード領域は 1593 bp で，これは 531
アミノ酸に相当した。ヒト GnT-ill は E型膜結合タンパク質で N 結合型糖鎖付加サイトを 4 ヶ所持つことが予想さ
れた。ラットとの相同性は核酸配列で 86% アミノ酸配列で 91% であり 特に膜貫通部位と活性触媒部位は 2 種間
で非常によく保存されていることが判明した。
2. ヒ卜 GnT-ill 発現ベクターの作成と活性発現:クローン H20 の 5' 側 (0.8 Kbp) と H3 の 3' 側(1 .3 Kbp) を
Not 1 サイトで結合し SV40 プロモーターを持つ発現ベクター PSVK3 の EcoRI ， XhoI サイトに挿入した。構築した
発現ベクター pEX20c を電気穿孔法にて COS-1 細胞に導入し， 2 日後に細胞を集めホモジナイズ後 Gn'l、-ill 活性を測
定したところ，プラスミドの導入量に比例して著しい活性が観察された。このことから得られたクローンは確かにヒ
ト GnT-ill をコードしていることが明らかになった。
3. ヒト GnT-ill ゲノムクローンの単離と染色体マッピング:クローン H2 をプロープとしてヒ卜ゲノムコスミドラ




光 in situ ハイブリダイゼーション (FISH 法)を行った。シグナルは FITC 結代アビジンを加えることにより蛍光顕
微鏡下で観察したところ， doublet sign が 1 ヶ所に認められ， GnT-ill は 22q. 13. 1 に局在することが判明した。
[総括]
ヒ卜 GnT-皿の cDNA をクローニングし，酵素活性発現を行い，その核酸配列を決定した。この配列から，ヒト G
nT-ill は E 型膜結合タンパク質であり， 4 つの N 結合型糖鎖付加サイトを持つことが予想された。また，ヒトとラッ
卜ではアミノ酸レベルで 91 %と非常に高い相同性のあることがわかった。ヒトゲノムの単離，部分的解析を行った
ところ，本酵素のコード領域が単一エクソン内にあることが判明した。また，染色体マッピングにより本酵素が 22q.
13. 1 に局在することが明らかになった。このように GnT-ill 遺伝子が単離できたことで，今後，発生，分化，癌化に
伴う GnT-ill 活性発現制御の遺伝子レベルでの解析が可能となることが期待できる。
論文審査の結果の要旨
申請者らは先にラット腎臓から GnT-皿を精製し，そのアミノ酸配列を基に cDNA クローニングに成功した。この
結果はすでに発表されている。本論文では，ラットの配列を用いて，ヒトの cDNA ライブラリーをスクリーニングし，
ヒトの核酸配列を明らかにするとともに，発現実験を通じて得られた cDNA が GnT-ill 活性を示すことを明らかにし
た。さらに，この cDNA に相補的な配列を持つゲノム断片を得，これを使って， GnT-ill 遺伝子がヒト染色体 22q. 13. 





断される。また，本論文は日本生化学会の 1993 年度 JB 論文賞を授賞した。以上より，本研究および論文は博士の授
与に値するものと考えられる O
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